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RESUMO 
 
O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) é uma das frutíferas tropicais 
mais produzidas no mundo. O Brasil destaca-se mundialmente na produção 
desta fruta e o Espírito Santo vem mostrando potencial nacional de 
produtividade.  Doenças e pragas constituem fatores restritivos para o alcance 
de uma produtividade ideal em qualquer cultura agrícola. O abacaxizeiro é uma 
planta que pode ser afetada por várias doenças causadas por fungos, bactérias 
e vírus, destacando-se em importância econômica a fusariose. As respostas de 
hipersensibilidade são os primeiros eventos que ocorrem nas células das 
plantas em resposta aos estresses bióticos e abióticos. Há síntese de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) como peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroxila 
(OH-) e superóxido (O2-) que podem produzir danos oxidativos nos seres vivos 
como forma de proteção. As plantas possuem um sistema de defesa bem 
desenvolvido contra as EROs, constituído por uma complexa gama de 
antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que protegem as células dos 
danos oxidativos. O processo de infecção de diversos fungos, como o causador 
da fusariose do abacaxizeiro, é dependente de injúria nos tecidos da planta. O 
aumento da expressão e atividade das enzimas antioxidantes está 
correlacionado com a defesa de plantas à fitopatógenos e pragas. O objetivo foi 
caracterizar a resposta diferencial entre duas cvs de abacaxizeiro, Vitória 
(resistente à fusariose) e Pérola (susceptível à fusariose), ao estresse oxidativo 
gerado pela injúria foliar. Para isso foi determinada a concentração de 
proteínas solúveis totais das duas cvs, Vitória e Pérola, com e sem injúria foliar, 
quantificado e comparado à atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD 
– EC 1.15.1.1), peroxidase do ascorbato (APX – EC 1.11.1.11) e catalase (CAT 
– EC 1.11.1.6) após o tratamento de injúria foliar em diferentes tempos e 
caracterizado os perfis das proteínas solúveis totais e das isoenzimas de SOD 
e CAT em SDS-PAGE nos tempos em que houver melhor resposta. Como 
primeiro resultado, temos que não há diferença das proteínas solúveis totais 
entre as cultivares e os tratamentos nos tempos analisados. Também foi 
demonstrado que as enzimas antioxidantes da cv Vitória apresentam 
significativa diferença de atividade em relação às da Pérola. A SOD da cv. 
Vitória apresentou pico de resposta aos 15 minutos após a injúria. A APX 
apresentou resposta diferencial, para Vitória, aos 30 e 45 minutos após injúria 
foliar. Já a CAT da cv. Vitória apresentou um pico de resposta diferencial aos 
45 minutos. As análises em SDS-PAGE com padrões de SOD e CAT, aos 15, 
30 e 45 minutos após a injúria foliar demonstraram que não há diferença 
quantitativa entre as enzimas analisadas. Na cv Vitória há correlação entre a 
atividade de enzimas antioxidantes e a resposta à injúria foliar. Porém a 
atividade não está diretamente relacionada à concentração das enzimas. Por 
não haver grande diferença na expressão protéica sugere-se que reguladores e 
cofatores dessas enzimas apresentem fundamental importância nestes 
mecanismos. 
 
Palavras-chave: Ananas comosus var. comosus; enzimologia; estresse 
oxidativo; estresse mecânico; injúria foliar. 
  
ABSTRACT 
 
The pineapple (Ananas comosus var. comosus) is a tropical fruit of the most 
produced in the world. The Brazil stands out worldwide in the production of this 
fruit and the Espirito Santo state are showing potential national productivity. 
Diseases are limiting factors for the achievement of an optimum productivity in 
any crop. The pineapple is a plant that can be affected by various diseases 
caused by fungi, bacteria and viruses, especially in economic importance 
fusariosis. The hypersensitivity responses are the first events that occur in the 
cells of plants in response to biotic and abiotic stresses. There synthesis of 
reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl 
(OH-) and superoxide (O2-) that can produce oxidative damage in living beings 
as a form of protection. The plants have a well-developed defense system 
against ROS comprising a complex array of enzymatic and non-enzymatic 
antioxidants that protect cells from oxidative damage. The infection process of 
Fusarium pineapple is dependent on mechanical stress, foliar wound. The 
literature demonstrates that the cultivar (cv) Vitória, resistant to fusarium wilt 
has accelerated healing compared to a susceptible cv, Peróla. Increased 
expression and activity of antioxidant enzymes is correlated with plant defense 
to pathogens and pests. The objective was to characterize the differential 
response between two cultivars of pineapple, Vitória and Peróla, to the 
oxidative stress generated by foliar wound. For it was determined the 
concentration of total soluble protein of the two cvs, Vitória and Peróla, with and 
without foliar wound, quantified and compared the activity of superoxide 
dismutase (SOD - EC 1.15.1.1), ascorbate peroxidase (APX - EC 1.11.1.11) 
and catalase (CAT - EC 1.11.1.6) after treatment of foliar wound at different 
times and characterized the profiles of total soluble proteins and isozymes of 
SOD and CAT in SDS-PAGE at the times in which there is better response. 
Initially we have no difference of total soluble proteins between cvs and 
treatments for the times analyzed. It was also demonstrated that the antioxidant 
enzymes cv Vitória exhibit significant difference in activity compared to the 
Pérola. Vitória’s SOD showed a peak response at 15 minutes after injury. APX 
showed differential response to Vitória at 30 and 45 minutes after foliar wound. 
Already ‘Vitória’ CAT peaked differential response at 45 minutes. The analysis 
on SDS-PAGE with patterns of SOD and CAT, at 15, 30 and 45 minutes after 
foliar wound showed no difference between the enzymes quantitatively 
analyzed. Cultivar ‘Vitória’ presents correlation between the activity of 
antioxidant enzymes and response to foliar wound. However the activity was 
not directly related to the enzymes concentration. Since there is no difference in 
protein expression we suggest that enzymes regulators and cofactors are 
important in these mechanisms. 
 
Keywords: Ananas comosus var. comosus, enzymology, oxidative stress, 
mechanical stress, foliar wound. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 O ABACAXIZEIRO 
 
O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma das frutíferas tropicais mais 
produzidas no mundo, sendo seu fruto simbólico de regiões tropicais e 
subtropicais, com grande valor comercial em forma fresca ou processada 
(AQUIJE et al., 2010). 
O abacaxi cultivado é uma monocotiledônea perene da família 
Bromeliaceae. As folhas são lanceoladas e apresentam-se dispostas em 
espiral, formando uma densa roseta. A região basal das folhas, ou porção 
acrolofilada, é expandida e circunda o caule, cobrindo-o lateralmente 
(KRAUSS, 1948). Este fruto é extensivamente cultivado em áreas tropicais e 
subtropicais de ambos os hemisférios. Originário da América do Sul, onde 
apresenta grande variabilidade genética dentro da espécie (LOISON-CABOT, 
1992; FERREIRA et al., 1992). 
As folhas do abacaxizeiro são padronizadas e podem ser divididas de 
acordo com o desenvolvimento e forma geral. As folhas mais velhas (A, B, C e 
D) são completamente desenvolvidas e apresentam forma lanceolada, 
enquanto a base é consideravelmente expandida. As folhas jovens (E e F) 
apresentam-se localizadas centralmente na roseta (PY et al., 1984). 
As folhas D apresentam-se como a mais jovem entre as folhas adultas e 
as mais ativas fisiologicamente entre todas as folhas, sendo as folhas de maior 
crescimento. Geralmente as folhas D formam um ângulo de 45° entre o nível do 
solo e um eixo imaginário que passa pelo centro da planta (PY; TISSEAU, 
1969). 
Quando completamente desenvolvida, a folha do abacaxizeiro consiste 
em uma lâmina com uma parte clorofilada, sua porção principal, e uma base 
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aclorofilada expandida. As diferenças nas porções externas da folha também 
são notadas internamente, em que as regiões desiguais superficialmente 
também são caracterizadas pelas diferenças nas estruturas internas. As 
diferenças internas entre as duas regiões da folha – clorofilada e acrolofilada – 
são descritas como quantitativas, em relação ao volume dos diferentes tecidos, 
não estando sempre presentes e sem importância para a sistemática da planta. 
Outros autores afirmam que as diferenças estruturais entre as porções apical e 
basal da folha do abacaxizeiro apresentam importância fisiológica: a porção 
basal apresentaria função de raiz, enquanto a porção apical teria funções 
essenciais de folha (KRAUSS, 1948). 
O abacaxizeiro normalmente apresenta fisiologia C3 e em condições 
estressantes apresenta a fisiologia CAM (Metabolismo do ácido das 
crassuláceas), o que permite à espécie uma maior resistência a períodos 
secos, provocada pela adaptação na fixação de carbono fotossintetizado. As 
plantas com metabolismo CAM possuem células com habilidade de fixar o 
carbono no escuro, havendo uma separação temporal entre a via C4 e o ciclo 
de Calvin. Assim, o CO2 é fixado à noite, quando os estômatos estão abertos. 
Nesse período o amido do cloroplasto é quebrado em fosfoenolpiruvato (PEP) 
até redução em malato, que é bombeado para o vacúolo e estocado como 
ácido málico. Durante o dia, o ácido málico é recuperado, produzindo CO2 (que 
entra no ciclo de Calvin e então é fixado pela Rubisco) e piruvato (que é 
convertido em amido e outros açúcares). Assim os estômatos permanecem 
fechados durante o dia, o que previne a perda de água e de CO2 (TAIZ; 
ZEIGER, 2004). 
O Brasil destacou-se, em 2009 e 2010, como maior produtor de abacaxi 
no mundo, porém em 2011 a sua produção foi ultrapassada pela Tailândia 
(FAO, 2013). 
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1.2 A IMPORTÂNCIA DO ABACAXI NA FRUTICULTURA DO ESPIRITO 
SANTO 
 
Para 82% dos municípios capixabas o agronegócio é a principal atividade 
econômica e o crescimento do setor no estado está atingindo destaque 
nacional em diversas culturas agrícolas que demandam mão-de-obra e geram 
rendas em pequenas áreas (ESPÍRITO SANTO, 2005).  
No Espírito Santo, a área cultivada com abacaxizeiro ultrapassa quatro 
mil hectares, concentrando-se principalmente nos municípios da Região Sul, 
sendo uma planta de cultivo tradicional na região litorânea nos municípios de 
Marataízes, Itapemirim, Presidente Kennedy e Atílio Vivaqua (Figura 1) 
(INCAPER, 2007). Entretanto a partir de 2004, a produção também se 
expandiu para o norte do estado, nos municípios de Pinheiros, Boa Esperança 
Conceição da Barra, Nova Venécia, São Mateus e Linhares. De acordo com 
um levantamento do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e 
Extensão Rural (Incaper), a cultura apresentou um crescimento de 45% nos 
últimos seis anos, aumentando a produção de aproximadamente 20.000 para 
35.000 t. Por outro lado, a abacaxicultura também enfrenta sérios problemas, 
especialmente de origem fitossanitária, que limitam a sua inserção no mercado 
internacional. Existem exigências específicas da parte dos países importadores 
de frutas frescas, que devem ser atendidas. Rigorosas restrições são feitas 
para a entrada frutas portadoras de organismos exóticos, que possam 
representar um risco para a agricultura do país importador (INCAPER, 2007; 
MATOS, 2000).  
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FIGURA 1. Municípios produtores de abacaxi no estado do Espírito Santo (INCAPER, 2007). 
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1.3 CULTIVARES DE ABACAXIZEIRO 
 
A escolha correta de cultivares para determinados ambientes e sistemas de 
produção é de fundamental importância para a obtenção de uma boa 
produtividade. Contudo, isso per se não é suficiente para o sucesso da 
exploração. É necessário, também, que a cultivar tenha características que 
atendam às exigências de comerciantes e consumidores (FREIRE FILHO et al., 
2000). Doenças e pragas constituem fatores restritivos para o alcance de uma 
produção ideal em qualquer cultura agrícola. O abacaxizeiro é uma planta que 
pode ser afetada por várias doenças causadas por fungos, bactérias e vírus, 
além de anomalias de origem não parasitária. Muitos problemas fitopatológicos 
têm surgido destacando-se as doenças fúngicas como a fusariose, a podridão-
negra-das-mudas, doenças viróticas como a murcha do abacaxizeiro e pragas 
como a cochonilha e a broca do fruto. Muitas dessas doenças são limitantes à 
produção da cultura, impedindo assim a obtenção de altos rendimentos. A 
maioria dos patógenos é disseminada para as lavouras pelas mudas 
infectadas, sendo a qualidade e fitossanidade destas, fundamental para a 
prevenção ou redução das perdas, além de evitar a disseminação do patógeno 
para áreas ainda não afetadas (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). 
Apesar de ser extensivamente plantada, a cultivar Pérola apresenta alta 
susceptibilidade à fusariose, considerada a doença de maior importância 
econômica para a cultura no país (SANTOS et al.; 2002). A cultivar Pérola 
caracteriza-se por apresentar plantas eretas, com folhas longas providas de 
espinhos e pedúnculos longos. Produz numerosas mudas do tipo filhote e 
poucos do tipo rebentão. O fruto é cônico com casca amarelada, polpa branca, 
pouco ácida, suculenta, saborosa, peso médio entre 1 e 1,5 kg e apresenta 
coroa grande (NASCENTE, 2005). A cultivar tem amplo predomínio na 
produção brasileira, constituindo aproximadamente 80% da produção nacional. 
O mercado interno prefere a cultivar Pérola por seu sabor mais doce e menos 
ácido (REINHARDT et al., 2000). 
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A utilização de cultivares resistentes tem sido apontada como o mais 
eficiente e econômico método de controle de doenças, principalmente para 
culturas como o abacaxi, plantado normalmente por agricultores de baixa renda 
e de reduzido conhecimento tecnológico (VENTURA, 1994). 
Com o objetivo principal de identificar fontes de resistência e obter 
híbridos resistentes à fusariose, além de mais produtivos e com qualidade de 
frutos para o mercado. Híbridos provenientes da Embrapa Mandioca e 
Fruticultura Tropical foram introduzidos nas Fazendas Experimentais do 
Incaper, onde se realizou por mais de dez anos uma Seleção Recorrente 
Clonal que originou a cultivar Vitória (Figura 2), lançada em 2006 (VENTURA et 
al., 2009). 
 
 
FIGURA 2. Frutos de abacaxi da cultivar Vitória, produzidos na Fazenda Experimental de 
Sooretama -ES  (VENTURA et al., 2009). 
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1.3.1 A CULTIVAR VITÓRIA 
 
A cultivar Vitória apresenta características agronômicas semelhantes ou 
superiores em relação à cultivar Pérola, por exemplo. Essas plantas têm como 
vantagem a ausência de espinhos nas folhas, o que facilita os tratos culturais, 
sendo as recomendações técnicas de cultivo as mesmas atualmente usadas 
pelos produtores para a Pérola. Possui o mesmo porte da Pérola e plantas 
vigorosas. Apresenta bom perfilhamento, bom desenvolvimento e crescimento, 
produz frutos quando maduros de excelente qualidade de mercado (VENTURA 
et al., 2009). 
Por ser resistente à fusariose, essa cultivar dispensa a utilização de 
fungicidas para o controle da doença, possibilitando a redução nos custos de 
produção por hectare, referente à aquisição de fungicidas e de aplicação, além 
de reduzir também os riscos de impacto ambiental e aumentar a produtividade 
comparativamente em, no mínimo, 30% (VENTURA et al., 2009). Conclui-se 
que a cultivar Vitória vem suprir a grande lacuna deixada pela ausência de uma 
cultivar resistente à fusariose, constituindo-se em uma alternativa 
economicamente viável para os produtores de abacaxi. 
 
1.4 ESTRESSE POR INJÚRIA FOLIAR 
 
Apesar da maior parte das plantações serem grandemente afetadas por 
estresses por ferida, ou por injúria, estudos sobre o tema são pouco 
frequentes, principalmente na sua correlação com o metabolismo de H2O2. As 
células na superfície da ferida, geralmente respondem extensivamente com 
processos de lignificação e suberização. É bem sabido que o reforço de 
estruturas da parede celular, bem como as reações de defesa contra agentes 
patogênicos são altamente dependentes das enzimas geradoras de H2O2. No 
processo de cicatrização de feridas de tecidos de plantas o H2O2 é considerado 
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como um fator-chave na regeneração da parede celular (TAMMINGA, 1993; 
BRADLEY et al., 1992; DEUNFF et al., 2004). 
Além disso, uma alta concentração de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) é produzida em resposta ao estresse por injúria (ANGELINI et al., 
1990; BRADLEY et al., 1992; OLSON; VARNER, 1993). Alguns trabalhos com 
diversos patossistemas correlacionam o aumento da expressão das enzimas 
antioxidantes com a defesa de plantas a fitopatógenos e pragas (KUMAR et al., 
2011; MESSIAS, 2008; HE et al., 2011). 
O processo de infecção por fungos, como por exemplo o causador da 
fusariose do abacaxizeiro é dependente de feridas (estresse por injúria foliar) 
nas plantas ou de aberturas naturais como flores. Foi demonstrado que a 
cultivar Vitória apresenta cicatrização acelerada em relação a um cultivar 
susceptível Pérola (AQUIJE et al., 2010). Sendo de fundamental importância 
compreender a relação entre o metabolismo antioxidante e a resposta ao 
estresse por injúria nos cultivares de abacaxizeiro. 
 
1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES 
 
O estresse ambiental representa o fator limitante mais importante para a 
produtividade vegetal e o rendimento de cultivos. Muitos dos processos 
deletérios sofridos pelas plantas submetidas a condições adversas são 
mediados por EROs, geradas em diferentes compartimentos celulares como 
consequência tanto do funcionamento defeituoso de vias metabólicas como 
processos fisiológicos normais. Existem diversas situações ambientais capazes 
de produzir estresse oxidativo, portanto a produção das EROs pode ser 
considerada como uma característica universal do estresse. Os fatores 
ambientais capazes de produzir estresse oxidativo, podem se classificar em 
abióticos: alta irradiância, seca, hiperoxia, hipoxia, abnóxia, deficiência mineral, 
baixas e altas temperaturas; bióticos: infecção bacteriana, fúngica ou viral; e 
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xenobióticos: herbicidas, fungicidas, contaminantes atmosféricos (SO2, NO, 
NO2, ozônio) e metais pesados (CARRILLO; VALLE, 2005).  
As plantas submetidas a condições estressantes podem reagir a 
elicitores, compostos que, quando introduzidos num organismo vivo sinalizam a 
ativação ou a síntese de outros compostos, manifestando reações oxidativas 
durante as quais EROs são geradas, tais como o radical superóxido (O2-), 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH). O estresse oxidativo 
implica em um conjunto de eventos prejudicais à planta, onde as EROs 
desencadeiam reações a partir de radicais livres que, de maneira 
indiscriminada, atingem qualquer tipo de macromolécula alterando a 
funcionalidade das mesmas. O aumento na atividade de antioxidantes 
enzimáticos e não enzimáticos pode ser uma resposta adaptativa das células 
ao aumento das EROs (MARTINEZ-CAYUELA, 1998; SCANDALIOS, 1993; 
MITTLER, 2002).  
Para aliviar os danos causados pelos radicais livres e EROs, as plantas 
apresentam uma série de mecanismos de defesa, os quais incluem a síntese 
de compostos antioxidantes não-enzimáticos, como alfa-tocoferol e 
carotenóides, e enzimáticos como a superóxido dismutase (SOD), a catalase 
(CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX), dentre outras (Figura 3) 
(ANDERSON; PRASAD, 1995; NOCTOR; FOYER, 1998). 
 
FIGURA 3. Reação das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX (HELDT, 2005). 
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1.5.1 GERAÇÃO DE EROs A NÍVEL SUB-CELULAR  
 
Cada organela ou compartimento tem o potencial para ser alvo de danos 
oxidativos assim como de mecanismos para a eliminação de excesso de 
EROs. Organelas com alta atividade metabólica oxidante e alta taxa de fluxo de 
elétrons, tais como cloroplastos e mitocôndrias, são a maior fonte de EROs em 
plantas (SCANDALIOS, 2005; MITTLER et al., 2004). 
Em cloroplastos existem quatro sítios metabólicos onde podem ser 
geradas as EROs: (1) no fotossistema I (PSI), onde pode ocorrer a redução 
monovalente do oxigênio pela reação de Mehler (Figura 3) quando o NADPH 
não é consumido no ciclo de Calvin e, portanto diminui a disponibilidade de 
NADP+, criando um ambiente redutor favorável para formação de EROs; (2) as 
clorofilas fotoativadas, que podem produzir O2- quando existe limitação da 
transferência de elétrons ao NADP+, nestas condições, a energia fotoquímica 
não pode ser dissipada através do sistema de transporte de elétrons e é 
transformada em fluorescência ou transferida a moléculas aceptoras que 
finalmente serão ativadas; (3) o sítio ativo do fotossistema II (PSII), que catalisa 
a transferência de quatro elétrons a partir da água em quatro eventos 
independentes de transferência de um elétron. A cooxidação de outras 
substâncias como álcoois, leva à redução incompleta do oxigênio e neste caso, 
o tipo de EROs formada será determinado pela competição entre o oxigênio e 
as outras substâncias cooxidadas; (4) a atividade oxigenase da Rubisco, que 
não gera diretamente EROs em cloroplastos, mas é ponto de início da 
fotorrespiração onde a adição de oxigênio ao carbono 2 da ribulose fosfato 
forma fosfoglicolato e fosfoglicerato. O subsequente metabolismo do glioxilato 
no peroxissomo é gerador de H2O2 (MCKERSIE, 1996; ARORA et al., 2002; 
LEDFORD& NIYOGI, 2005).  
Na mitocôndria a maior parte do oxigênio é consumida pela citocromo 
oxidase e envolve uma transferência sequencial de quatro elétrons com 
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formação de água. O sobrecarregamento da cadeia de transporte de elétrons é 
a principal fonte de O2- em condições específicas de estresse. A mitocôndria de 
plantas tem um sitio adicional de redução como oxidase alternativa distinta da 
citocromo oxidase pela sua resistência a cianeto. No entanto, nenhum destes 
sítios produz quantidades significantes de EROs quando comparados com o 
cloroplasto (MITTLER et al., 2004, MCKERSIE, 1996).  
Peroxissomos e glioxissomos são organelas de membrana simples que 
compartimentalizam enzimas envolvidas na beta oxidação de ácidos graxos e 
no ciclo do glioxilato, incluindo glicolato oxidase, catalase e várias outras 
peroxidases. Glicolato oxidase produz H2O2 em uma transferência de dois 
elétrons ao oxigênio. Xantina oxidase, ureato oxidase e NADH oxidase geram 
superóxido como consequência da oxidação dos seus respectivos substratos 
(MCKERSIE, 1996). 
 
1.5.2 ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS  
 
Os antioxidantes não enzimáticos não oferecem proteção direta contra os 
radicais O2- ou H2O2. Estes compostos primários são as maiores fontes de 
compostos oxidantes que são todos iniciadores de reações em cadeia. 
Enzimas antioxidantes específicas por sua vez têm capacidade de drenar estas 
espécies. A vantagem de usar enzimas implica no fato de existir uma ampla 
variedade de mecanismos de regulação que permitem se adaptar às 
necessidades celulares. Várias destas enzimas podem ser induzidas, inibidas 
ou ativadas por efetores endógenos (CHAUDIÈRE, 1994; CHAUDIÈRE; 
FERRARI-ILIOU, 1999; HARRIS, 1992; GRATÃO et al., 2005).  
A degradação de O2- é catalisada pela SOD, o H2O2 por sua vez é 
degradado pela CAT e peroxidases (POXs). CAT e SOD são dismutases e não 
requerem cofatores enzimáticos tanto que também não estão associadas a 
consumo energético. As peroxidases são redutases que necessitam de algum 
cofator doador de elétron como ascorbato ou glutationa. Estes cofatores podem 
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ser regenerados posteriormente por NADPH produzido em outras vias 
metabólicas. As principais vias de drenagem enzimática das EROs em plantas 
incluem SOD que é achada na reação de Mehler nos cloroplastos e em todos 
os compartimentos celulares; APX no ciclo ascorbato-glutationa nos 
cloroplastos, citosol, mitocôndria, apoplasto e peroxissomos; e CAT nos 
peroxissomos (CHAUDIÈRE; FERRARI-ILIOU, 1999; MITTLER, 2002). 
 
1.5.2.1 SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD)  
 
O radical superóxido (O2-) pode ser produzido em qualquer local onde esteja 
presente uma cadeia de transporte de elétrons e como as membranas 
fosfolipídicas são impermeáveis ao O2- é muito importante que a SOD esteja no 
local onde é formado (ALSCHER et al., 2002).  
As SODs são um grupo de metaloproteínas multiméricas que têm sido 
classificadas em três grupos de acordo com o componente metálico presente 
em seu sítio ativo: (1) cobre/zinco (Cu/Zn-SOD); (2) manganês (Mn-SOD); ou 
(3) ferro (Fe-SOD), sendo as Cu/Zn-SODs consideradas as mais abundantes 
em vegetais. As Cu/Zn-SODs e algumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariontes 
são diméricas, enquanto que as Mn-SODs das mitocôndrias e de algumas 
bactérias termófilas são tetraméricas. (SCANDALIOS, 1993; MALLICK; MOHN, 
2000). 
De maneira geral, as Cu/Zn-SODs são encontradas no citosol e no 
estroma dos cloroplastos. As Mn-SODs e Fe-SODs têm sido encontradas 
geralmente na matriz mitocondrial de células eucarióticas e em células 
procarióticas. A Fe-SOD foi observada em algumas famílias de plantas e está 
associada principalmente aos cloroplastos (HAYAKAWA et al., 1994; SEHMER; 
DIZENGREMEL, 1998; MALLICK; MOHN, 2000).  
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1.5.2.2. PEROXIDASES (POX) E PEROXIDASE DO ASCORBATO (APX) 
 
As peroxidases (POXs) estão presentes em todos os compartimentos celulares 
e catalisam a transferência de elétrons ao H2O2 usando diferentes substratos 
reduzidos como doadores. As POXs de plantas aumentam em resposta a 
vários estresses bióticos e abióticos, participam no catabolismo de auxinas e 
em processos de síntese de parede celular como a oxidação de fenóis, 
suberização e lignificação em plantas hospedeiras durante a reação de defesa 
contra patógenos. O aumento de POXs tem sido correlacionado com 
mecanismos de resistência em um grande número de interações plantas-
microorganismos (SYROS et al., 2004; MOHAMMADI& KAZEMI, 2002).  
A atividade de POX é aumentada frequentemente em resposta a 
hormônios relacionados com estresse, tais como acido abcísico e etileno. 
Paraquat, um herbicida gerador de estresse oxidativo, induz também este tipo 
de enzimas (KWAK et al., 1996). Caminhos metabólicos demonstrados 
anteriormente incluem peroxidases de funções específicas na desintoxicação 
de EROs e dentre as peroxidases mais importantes está a APX. 
A APX é uma enzima presente em quase todos os compartimentos 
celulares, faz parte de duas vias metabólicas que agem na desintoxicação de 
H2O2, a reação de Mehler e o ciclo da ascorbato-glutationa. O ciclo da 
ascobato-glutationa é encontrado em quase todos os compartimentos 
celulares. O ascorbato reduz o H2O2 à água pela APX e o produto 
monodeidroascorbato (MDA) formado, volta a se reduzir a ascorbato por três 
vias: a primeira é por causa da dismutação espontânea que sofre o MDA que 
produz ascorbato e deidroascorbato (DHA); na segunda via, o MDA é reduzido 
enzimaticamente ela monodeidroascorbato redutase (MDAR); numa terceira 
via, o DHA  formado da primeira via é reduzido a ascorbato pela 
deidroascorbato redutase, que utiliza glutationa como agente redutor 
(RIZHSKY et al., 2003; MITTLER, 2002).  
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Na reação de Mehler também tem participação da APX, porém em uma 
via diferente que está localizada no cloroplasto e atua como parte do 
metabolismo da fase fotoquímica da fotossíntese (Figura 3). O O2- formado 
pela transferência de um elétron do PSI para o O2, é dismutado em H2O2 e O2 
pela SOD e seguidamente o H2O2 é eliminado pela APX. O ciclo água-água 
utiliza elétrons da ferredoxina para regenerar ascorbato, portanto não tem 
consumo de NADPH nesta via metabólica (MITTLER, 2002).  
 
1.5.2.3 CATALASE (CAT) 
 
A CAT é uma enzima que elimina H2O2 através de uma dismutação bivalente 
em que H2O2 é transformado em O2 e H2O. Alternativamente, as calatases em 
condições de baixa concentração de H2O2 podem usar outros doadores de 
elétrons como metanol, etanol, formaldeído, ácido fórmico, ascorbato e fenóis. 
Dados cinéticos sugerem que a CAT mitocondrial é mais eficiente como 
peroxidase, enquanto a CAT do peroxissomo é mais eficiente como dismutase 
(CHAUDIÈRE; FERRARI-ILIOU, 1999).  
Esta é uma enzima tetramérica que contém grupos heme e é encontrada 
em todos os organismos vivos. Nas plantas existem pelo menos três tipos de 
CATs distintas, que diferem em termos de localização e regulação 
biossintética: (1) aquelas presentes em sistemas fotossintéticos e que têm 
funções de eliminação de H2O2 durante a fotorrespiração; (2) produzidas pelo 
tecido vascular que tem papel na lignificação; e (3) abundantes em sementes e 
plantas novas e sua atividade é relacionada com a remoção do excesso de 
H2O2 produzido pela degradação de ácidos graxos no ciclo do glioxilato nos 
glioxisômos (SCANDALIOS et al., 1997; VAN BREUSEGEM et al., 2001).  
As evidências sugerem que a CAT utiliza um mecanismo de dois 
estágios tanto nas reações peroxidativas como nas catalíticas.  No primeiro 
estágio o ferro do grupo heme da CAT interage com o H2O2 para formar um 
peróxido de ferro rico em oxigênio. Este composto intermediário é denominado 
26 
 
componente I. A baixas concentrações de H2O2 (<10-6 M), o componente I 
pode ser reduzido por uma variedade de doadores de hidrogênio (por exemplo, 
etanol ou ácido ascórbico). Com elevadas concentrações de H2O2, o 
componente I reage com uma segunda molécula de H2O2 para produzir água e 
uma molécula de oxigênio (SCANDALIOS, 1994).  
Tendo em vista que os estresses oxidativo e mecânico estão 
relacionados aos estresses bióticos (fitopatógenos e pragas) que causam 
danos a diversas culturas agrícolas acredita-se que haja expressão diferencial 
de enzimas que atuam no estresse oxidativo em plantas de abacaxizeiro que 
apresentam potencial de infecção à fusariose (plantas com injúria – estresse 
mecânico). Por esta razão o estudo do metabolismo de defesa do abacaxizeiro 
é de fundamental interesse para o agronegócio, e para a ciência básica, sendo 
estas metodologias um potencial para a detecção, com possíveis marcadores 
bioquímicos, na seleção de novas cultivares com resistência à doença, 
acelerando assim a pesquisa e desenvolvimento desta área. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar a resposta diferencial ao estresse oxidativo gerado pela injúria 
foliar entre duas cultivares de abacaxizeiro, Vitória, resistente, e Pérola, 
susceptível à fusariose. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
-Determinar a concentração de proteínas solúveis totais das duas 
cultivares, Vitória e Pérola, com e sem injúria foliar; 
- Quantificar e comparar a atividade das enzimas superóxido dismutase 
(SOD – EC 1.15.1.1), catalase (CAT – EC 1.11.1.6) e peroxidase do 
ascorbato (APX – EC 1.11.1.11) após o tratamento de injúria foliar em 
diferentes tempos; 
- Caracterizar os perfis das proteínas solúveis totais e das isoenzimas de 
SOD e CAT em SDS-PAGE nos tempos em que houver melhor 
resposta. 
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3 METODOLOGIA 
 
3.1 MATERIAL VEGETAL 
 
As plantas de abacaxizeiro das cultivares Vitória e Pérola (Figura 4) foram 
obtidas na Fazenda Experimental de Sooretama, do Instituto Capixaba de 
Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural (Incaper), localizada no 
município de Sooretama, no Estado do Espírito Santo. As mudas foram 
cultivadas em vasos contendo uma mistura de terra orgânica e areia (2:1, v/v), 
irrigadas 3 vez por semana e cultivadas para aclimatação em casa de 
vegetação do Laboratório de Biotecnologia Aplicada ao Agronegócio da 
Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), em Vitória. 
 
         
FIGURA 4. Frutos de abacaxi das cultivares Vitória (A) e Pérola (B), produzidos na Fazenda 
Experimental de Sooretama-ES (Fonte: VENTURA et al., 2009). 
 
A B 
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3.2 PROSPECÇÃO DO TEMPO DE RESPOSTA DAS ENZIMASÀ INJURIA 
FOLIAR 
 
Para todos os testes realizados durante este estudo foram utilizadas a porção 
basal, caracteristicamente aclorofilada, das folhas D do abacaxizeiro, 
originárias de plantas entre 4 e 6 meses de idade, sendo estas folhas as mais 
jovens entre as folhas adultas e as mais ativas fisiologicamente entre todas as 
folhas. As análises foram realizadas em triplicatas com três repetições. 
 Os experimentos foram realizados in vitro, em seções foliares com cerca 
de 10 cm, contando-se a partir da parte basal aclorolofilada. As folhas foram 
limpas, sanitizadas com hipoclorito de sódio 1,5% e colocadas dentro de placas 
de Petri esterilizadas por autoclavagem. Para o tratamento de injúria foram 
realizados ferimentos com 15 agulhas entomológicas, esterilizadas, unidas a 
cerca de 3 cm a partir da base foliar.  
 As folhas tratadas foram colocadas dentro de caixas Gerbox de acrílico 
(11 x 11 x 3,5 cm) com fundo coberto por papel filtro umificado com 5mL de 
água destilada esterilizada. As avaliações foram realizadas após os tempos 
(min): 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240. 
 
3.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO VEGETAL PARA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
 
O extrato vegetal foi obtido a partir da trituração, em almofariz com pistilo, de 
200 mg de folhas frescas de abacaxizeiro em N2 líquido e em presença de 
tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de EDTA, 1 mM de 
PMSF e 1% de PVP, na proporção de 1:5 (tecido:tampão). O homogenato foi 
centrifugado a 15000xg, a 4ºC por 15 min (COSTA et al., 2005; AMAKO et al., 
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1994). O sobrenadante coletado foi estocado em freezer –80ºC até o momento  
em que os ensaios enzimáticos foram realizados. 
 
3.4 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
Para quantificação de proteínas foi utilizado o método de Bradford, em que as 
mesmas são determinadas a partir da ligação de aminoácidos com coomassie 
brilliant blue G-250 e os métodos foram calibrados utilizando uma curva padrão 
feita com albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi realizada em 
espectrofotômetro a 595 nm em espectrofotômetro e o resultado expresso em 
µg proteínas mg-1 de massa foliar (MF) (BRADFORD, 1976). 
 
3.5 ATIVIDADE DA SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 
 
A atividade da superóxido dismutase (SOD – EC 1.15.1.1) foi determinada 
tendo como base a capacidade da enzima em inibir a redução do azul de 
nitrotetrazólio (NBT -nitrobluetetrazolium) por radicais superóxido. Para isto foi 
utilizado nas determinações o tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0), 
metionina, NBT, riboflavina e EDTA em tubos de ensaio de vidro de 5 mL. 
Estes foram expostos a forte incidência luminosa dentro de uma câmara de 
fotorredução, com luz fluorescente de 25 Watts, por 10 minutos a 10 
centímetros da fonte luminosa. No ensaio, uma unidade enzimática (U) da 
atividade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para 
causar 50% da inibição da razão de redução de NBT. A leitura foi realizada em 
espectrofotômetro a 560 nm e a atividade da SOD foi expressa em Unidade 
SOD mg-1 proteína (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977; GUPTA et al., 1993).  
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3.6 ATIVIDADE DA PEROXIDASE DO ASCORBATO (APX) 
 
A incubação para estudo da atividade enzimática da peroxidase do ascorbato 
(APX – EC 1.11.1.11) deu-se através de uma reação com água destilada, 
tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0) e ácido ascórbico 10 mM em tubo 
de ensaios, à temperatura de 28 ºC. Adicionou-se H2O2 e o extrato enzimático, 
e a leitura foi realizada por 5 min, com registro a cada 10 segundos em 
espectrofotômetro à 290 nm a temperatura ambiente. A atividade enzimática foi 
calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar do ascorbato (2,8 mmol 
L-1 cm-1) e o resultado expresso em µmol ascorbato min-1mg-1 proteína, 
(NAKANO; ASADA, 1981). 
 
3.7 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT) 
 
A atividade de catalase (CAT – EC 1.11.1.6) foi determinada após a reação do 
extrato bruto com peróxido de hidrogênio na presença de solução de reação 
contendo tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0) e água destilada. A 
temperatura foi mantida constante a 28 ºC, por imersão das amostras em 
banho-maria. A absorbância foi monitorada por 5 min, em intervalos de 10 
segundos, em espectrofotômetro (240 nm) à temperatura ambiente. A atividade 
da CAT foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de H2O2 (36 
mmol L-1 cm-1) e expressa em µmol H2O2 min-1mg-1 proteína (HAVIR; MCHALE, 
1989; ANDERSON et al., 1995; FERREIRA et al., 2002).  
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3.8 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS PARA ELETROFORESE 
 
O extrato vegetal foi obtido a partir da trituração de 200 mg de folhas frescas 
em N2 líquido e em presença de tampão Tris HCl 10 mM, pH 7,5 contendo 250 
mM de sacarose, 10 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 1 mM DTT, 1 % Triton X-
100 e 1% de PVP na proporção de 1:5 (tecido:tampão). O homogenato ficou 
por 2 horas em agitação à temperatura de 4°C, para a diluição de proteínas no 
meio líquido. Após, esse material foi centrifugado a 15000xg, a 4ºC por 15 min. 
O sobrenadante coletado foi estocado em freezer –80ºC até as analises 
eletroforéticas (SHEN et al., 2003). 
 
3.9 SDS-PAGE E PERFIL ISOENZIMÁTICO DE SOD E CAT 
 
Os materiais protéicos obtidos anteriormente foram submetidos à eletroforese 
descontínua em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) utilizando-se 
o sistema mini-gel vertical (7 x 10 cm). O gel de separação foi efetuado com 
12% de acrilamida bis-acrilamida. O tamanho do gel foi de dez centímetros, 
com espessura de um milimetro. A corrida foi realizada em voltagem constante 
de 100 v. Os géis foram corados com coomassie brilliant blue G-250, sendo 
que a quantidade de proteínas aplicadas em cada poço foi de 40 µg. Os 
marcadores de peso molecular foram: fosforilase b 97 kDa, albumina 66 kDa, 
ovalbumina 45 kDa, anidrase carbônica 30 kDa, inibidor de tripsina 20 kDa, α-
lactalbumina 14 kDa (Amersham Biosciences, Suécia) (LAEMMLI, 1970). Para 
a identificação dos perfis isoenzimáticos de SOD e CAT utilizou-se padrões de 
SOD e CAT de fígado bovino. Os géis foram escaneados com LabScan 
software e analisados com ImageMaster 2D Platinum software (Amersham 
Biosciences, Suécia).  
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3.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e 3 repetições. 
Foi usado o software Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 
EUA) com utilização de média e desvio padrão para as barras e o cálculo dos 
erros. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 
comparados por testes de média com nivel de significancia de 5% (p<0,05) 
(SILVA; AZEVEDO, 2009). Cada tratamento foi constituído por duas folhas e 
repetido três vezes. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 
 
A quantificação de proteínas solúveis totais foi realizada para determinar a 
especificidade das atividades enzimáticas. Para tanto foi utilizado tampão 
fosfato de potássio, que se mostrou eficiente para a quantificação da atividade 
enzimática como demonstrado a seguir. A mesma quantidade de amostra foliar 
foi utilizada para a extração das proteínas totais. As folhas foram submetidas 
aos tratamentos por injúria e os tempos analisados foram 0,15, 30, 45, 60, 90, 
120, 180 e 240 minutos após o tratamento. A dosagem foi realizada pelo 
método de Bradford (1976) e expresso em µg proteínas mg-1 de MF (massa 
foliar).  
Não houve diferença significativa (p<0,05) na quantidade de proteínas 
solúveis entre tratamento e controle ou entre as cultivares (Figura 5). É sabido 
que em diversas plantas, em até 24 horas após tratamento de injúria foliar, não 
ocorre variação significativa na quantificação de proteínas totais expressas 
(DAFOE et al., 2009; SHEN et al., 2003). A diferença nas enzimas e proteínas 
expressas especificamente após os tratamentos propostos não são percebidas 
quando se quantifica as proteínas solúveis totais. 
 
35 
 
0 60 120 180 2400
10
20
30
Vitória Controle
Pérola Controle
Vitória Tratamento
Pérola Tratamento
Tempo (min)
µg
 
pr
o
te
ín
a
s 
m
g-
1  
de
 
M
F
FIGURA 5. CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS APÓS INJÚRIA FOLIAR 
Quantificação de proteínas de folhas de abacaxizeiro submetidas a tratamento por injúria foliar 
das cultivares Vitória (-■-) e Pérola (-□-) assim como seus respectivos controles não tratados 
(Vitória -●- e Pérola -○-) pelo método de Bradford (1976) e expresso em µg proteínas mg-1 de 
MF (massa foliar). 
 
4.2 ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
 
Estudos da resposta antioxidante têm como objetivo primário propor 
ferramentas para a compreensão de como o ambiente afeta um dado 
organismo. A resposta oxidativa é tida como uma condição biológica universal 
em plantas submetidas a estresse. Ou seja, independente do estresse ao qual 
o vegetal é submetido ocorre um desequilíbrio entre a produção de EROs e a 
sua desintoxicação através de sistemas biológicos que as removam, ou 
reparem os danos por elas causados. Diferentes organismos apresentam 
diferenças entre estas formas como respondem a esse desequilíbrio. Porém, a 
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diversidade de respostas é muito maior que as circunstâncias, ou mecanismos, 
que as produzem, tornando assim quase impossível determinar um padrão de 
comportamento geral sem mais estudos (MOLDES, 2006; CARRILLO; VALLE, 
2005). 
 
4.2.1 SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 
 
A atividade enzimática de SOD foi quantificada nas duas cultivares de 
abacaxizeiro, Vitória e Pérola, nos tempos de 0,15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 
240 minutos após o tratamento, com três repetições. Levando em conta apenas 
os tratamentos, já que não houve diferença entre os controles, é visível, e 
relevante, a diferença entre as cultivares de abacaxizeiro principalmente como 
resposta rápida ao estresse oxidativo, aos 15 min (Figura 6). As enzimas da 
cultivar Vitória apresentam maior atividade que as da Pérola em todos os 
tempos analisados porém aos 15 minutos é detectado um pico da atividade em 
relação aos outros tempos e à cultivar Pérola. 
SOD é a primeira enzima de defesa contra os danos provocados pelas 
EROs, considerados o mecanismo central. A SOD catalisa a formação do H2O2 
a partir de radicais O2-. Plantas com elevadas atividades de SOD aumentam a 
tolerância ao estresse oxidativo (GRATÃO et al., 2005). Como a SOD é 
primeira resposta ao estresse oxidativo, há uma elevada produção de H2O2 que 
por sua vez atua diretamente contra o elicitor causador deste desequilíbrio, 
patógeno ou praga, por exemplo, ou como sinalizadores para processos de 
lignificação e, consequentemente, recuperação da parede celular rompida 
(BRADLEY et al., 1992). 
Este resultado demonstra que ao primeiro sinal de alteração do fluxo 
normal da célula, induzido neste caso pelo estresse por injúria, ocorre uma 
rápida resposta pelo aparato enzimático na cultivar Vitória. Levando em 
consideração que a cultivar Pérola não apresenta resistência à fusariose, em 
contraponto à Vitória, podemos inferir que existe uma relação direta entre a 
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resposta antioxidante da SOD e a resistência à fusariose. Além disso, pode-se 
relacionar ainda o fato do H2O2 gerado atuar como sinalização para respostas 
de defesa, por ser um oxidante relativamente estável e ausente de carga, o que 
pode facilitar a passagem através da camada bilipídica da membrana celular. 
Essa capacidade de difundir-se rapidamente através da membrana celular 
favorece a rápida elicitação da resposta vegetal (APOSTOL et al., 1989; 
ALVAREZ et al., 1998; STAKAWICZ et al., 1995). 
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FIGURA 6. ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE SOD 
Atividade da enzima SOD nas folhas de abacaxizeiro submetidas a tratamento por injúria foliar 
das cultivares Vitória (-■-) e Pérola (-□-) em relação às médias dos controles e expresso em U 
SOD mg-1 proteína 
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4.2.2 PEROXIDASE DO ASCORBATO (APX) 
 
A atividade enzimática de APX mostrou relevante diferença entre as cultivares 
principalmente como resposta rápida ao estresse oxidativo, com o aumento de 
sua atividade aos 30 e 45 minutos na cultivar Vitória, porém após 60 minutos 
há uma queda da atividade desta enzima (Figura 7). A atividade de APX foi 
quantificada nas duas cultivares, Vitória e Pérola nos tempos de 0,15, 30, 45, 
60, 90, 120, 180 e 240 minutos após o tratamento, amostras em triplicata. 
Como não houve diferença entre os controles considerou-se apenas os 
tratamentos, sendo expressos em relação ao controle. 
A APX é uma das primeiras enzimas a ter sua atividade aumentada 
durante a remoção do H2O2 e proteção contra danos oxidativos (ASADA, 
2006). Por ser predominantemente citosólica e organelar, a APX tem maior 
participação inicial na eliminação de H2O2 produzido pela SOD, logo após a 
primeira resposta ao estresse. Além disso, é uma enzima que atua 
rapidamente por apresentar alta afinidade ao H2O2, e assim, numa baixa 
concentração deste oxidante já é ativada (NAKANO; ASADA, 1981, MANO et 
al., 2001; FOYER; NOCTOR, 2005) 
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FIGURA 7. ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE APX 
Atividade da enzima APX nas folhas de abacaxizeiro submetidas a tratamento por injúria foliar 
das cultivares Vitória (-■-) e Pérola (-□-) em relação às médias dos controles e expresso em 
µmol ascorbato min-1mg-1 proteína.  
 
4.2.3 CATALASE (CAT) 
 
A atividade enzimática de CAT foi caracterizada nos tempos de 0,15, 30, 45, 
60, 90, 120, 180 e 240 minutos após o tratamento, com três repetições. Como 
não houve diferença entre os controles o resultado dos tratamentos para os 
dois cultivares foi expresso em relação ao controle. O resultado obtido mostrou 
relevante diferença entre as cultivares principalmente como resposta rápida ao 
estresse oxidativo, aos 45 min (Figura 8). As enzimas da cultivar Vitória 
apresentam um pico de atividade aos 45 minutos e partir dos 60 minutos 
apresentam atividade maior que as da cultivar Pérola. 
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As CAT consomem H2O2, com conversão em H2O e O2, nos 
peroxissomos. Essas enzimas possuem atuação extremamente elevada, 
porém baixa afinidade ao substrato (WILLEKENS et al., 1994). A produção 
elevada de H2O2 após injúria foliar induz a alta atividade e expressão de CAT 
(OROZCO-CARDENAS; RYAN, 1999).  
As reações de CAT tornam-se mais importantes quando a concentração 
de H2O2 é mais alta, pois, em concentração normal de H2O2, este é reduzido 
por APX e outras peroxidases. A presença e atividade de CAT, aos 45 minutos, 
após a atividade de SOD e APX, estão relacionadas com a quantidade de H2O2 
formada, pois a quantidade não foi suficiente para a enzima CAT agir 
imediatamente, ou porque H2O2 foi degrado parcialmente pela APX e outras 
enzimas (RICE-EVANS et al. 1991). A localização e a baixa afinidade justificam 
o fato de esta ser a enzima que apresenta a resposta mais lenta entre as três 
mostradas neste estudo. 
  
41 
 
 
0 60 120 180 2400
1
2
3
4
Vitória
Pérola
Tempo (min)
µm
ol
 
H 2
O
2 
m
in
-
1  
m
g-
1  
pr
o
te
ín
a
(x 
CO
NT
RO
LE
)
FIGURA 8. ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE CAT 
Atividade da enzima CAT nas folhas de abacaxizeiro submetidas a tratamento por injúria foliar 
das cultivares Vitória (-■-) e Pérola (-□-) em relação às médias dos controles e expresso em 
µmol H2O2 min-1mg-1 proteína.  
 
Os dados sugerem que os aumentos em paralelo das atividades das 
enzimas SOD, APX e CAT, após a injúria foliar sejam em resposta de proteção 
às organelas cloroplasto e peroxissomos. Sendo assim, a cultivar susceptível, 
Pérola, se mantém sem mudanças das taxa de enzimas antioxidantes, 
enquanto a resistente, Vitória, caracteriza-se por alterar os parâmetros 
bioquímicos medidos, o que demonstra uma resposta mais intensa e rápida 
que produz um retorno ao equilíbrio metabólico alterado pelo estresse por 
injúria (Figura 9).  
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FIGURA 9. ATIVIDADE ENZIMÁTICA NA CULTIVAR VITÒRIA 
Atividade das enzimas SOD (-■-), APX (-●-) e CAT (-▲-) nas folhas de abacaxizeiro 
submetidas a tratamento por injúria foliar da cultivare Vitória em relação às médias dos 
controles.  
 
 
4.3 PERFIL ELETROFORÉTICO 
 
A partir das quantificações da atividade enzimática foi determinado que para as 
análises eletroforética os melhores tempos para inferência dos perfis proteícos 
foram 15, 30 e 45 minutos (Figura 9). 
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Aos 15 minutos temos que sutilmente é visualizada na parte inferior do 
gel em todos os tratamentos a expressão de proteínas (Figura 10). Esta região 
inferior do gel pode ser compreendida como SOD, tal qual demostrado nos 
padrões. Nos géis vemos para o padrão de amostra (PA) temos 6 bandas, com 
tamanhos entre 14 e 97 kDa. Os padrões de SOD e CAT apresentam uma 
banda cada, para SOD temos uma banda que se localiza entre os padrões de 
amostra de 14 e 20 kDa, e para CAT temos uma banda que se localiza entre os 
padrões de amostra de 45 e 66 kDa. As amostras das cultivares Vitória (Vt, 
tratamento, e Vc, controle) e Pérola (Pt, tratamento, e Pc, controle) apresentam 
bandas abaixo de 20 kDa, tal qual o padrão de SOD, e não apresentam 
diferenças entre si. 
Neste tempo, as proteínas estão numa concentração homogênea e em 
baixa resolução. E apesar da massa de proteínas serem a mesma em todas as 
amostras, não é possível a visualização da SOD, como esperado pelo 
resultado da atividade enzimática (Figura 6). Um ponto importante é que aos 15 
minutos há pouca diferença entre as proteínas totais e as enzimas estudadas o 
que sugere que mesmo sendo detectada a atividade enzimática diferencial (em 
um experimento específico para o mesmo) não é possível diferenciar a 
concentração da SOD em meio às proteínas solúveis totais. 
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FIGURA 10. PERFIL DE PROTEÍNAS TOTAIS EM SDS-PAGE AOS 15 MINUTOS 
Perfil de proteínas totais em SDS-PAGE e padrões de CAT e SOD aos 15 minutos (repetições 
A e B) após injúria foliar e controle. As amostras das canaletas visualizadas são de padrão de 
amostra (PA), Vitória tratamento (Vt) e controle (Vc), Pérola tratamento (Pt) e controle (Pc), 
padrão de superóxido dismutase (SOD) e padrão de catalase (CAT). Para o padrão de amostra 
temos 6 bandas, com tamanhos entre 14 e 97 kDa. Os padrões de SOD e CAT apresentam 
uma banda cada, para SOD temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 
14 e 20 kDa, e para CAT temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 45 
e 66 kDa. As amostras Vt, Vc, Pt e Pc apresentam bandas abaixo de 20 kDa, tal qual o padrão 
de SOD, e não apresentam diferenças entre si. 
 
Já aos 30 minutos temos uma melhor visualização da expressão de 
proteínas da parte inferior do gel em todos os tratamentos. Esta região inferior 
do gel pode ser compreendida como SOD, tal qual demostrado nos padrões, e 
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para Vitória tratamento (Vt) é possível detectar uma expressão diferencial de 
CAT (Figura 11). Para o padrão de amostra novamente temos seis bandas, 
com tamanhos entre 14 e 97 kDa e os padrões de SOD e CAT apresentam 
uma banda cada, para SOD temos uma banda que se localiza entre os padrões 
de amostra de 14 e 20 kDa, e para CAT temos uma banda que se localiza 
entre os padrões de amostra de 45 e 66 kDa. As amostras Vt, Vc, Pt e Pc 
apresentam bandas a partir de 30 kDa e abaixo de 20 kDa, tal qual o padrão de 
SOD. As amostras Vt e Vc apresentam bandas em 30 kDa, em contraste com 
Pt e Pc e Vt apresenta uma banda entre 45 e 66 kDa, na altura da CAT. 
As proteínas solúveis totais expressas se apresentam mais 
heterogêneas, com uma boa visualização da SOD, porém sem diferença entre 
os tratamentos e as cultivares. Há uma banda relativa à CAT que se destaca 
entre os cultivares tratados, sendo vista apenas para Vitória, a cultivar 
resistente. O que demonstra o início da diferenciação entre as cultivares aos 30 
min, que é vista na atividade diferencial aos 45 min na cultivar Vitória. 
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FIGURA 11. PERFIL DE PROTEÍNAS TOTAIS EM SDS-PAGE AOS 30 MINUTOS 
Perfil de proteínas totais em SDS-PAGE e padrões de CAT e SOD aos 30 minutos (repetições 
A e B) após injúria foliar e controle. As amostras das canaletas visualizadas são de padrão de 
amostra (PA), Vitória tratamento (Vt) e controle (Vc), Pérola tratamento (Pt) e controle (Pc), 
padrão de superóxido dismutase (SOD) e padrão de catalase (CAT). Para o padrão de amostra 
temos 6 bandas, com tamanhos entre 14 e 97 kDa. Os padrões de SOD e CAT apresentam 
uma banda cada, para SOD temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 
14 e 20 kDa, e para CAT temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 45 
e 66 kDa. As amostras Vt, Vc, Pt e Pc apresentam bandas a partir de 30 kDa e abaixo de 20 
kDa, tal qual o padrão de SOD. As amostras Vt e Vc apresentam bandas em 30 kDa, em 
contraste com Pt e Pc e Vt apresenta uma banda entre 45 e 66 kDa, na altura da CAT.  
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Aos 45 minutos temos a melhor visualização da expressão de proteínas 
de todo o gel em todos os tratamentos (Figura 12). É visível que as proteínas 
totais estão expressas de formas mais heterogênea com destaque para a 
expressão de CAT e SOD. Não há diferença entre as cultivares e entre os 
tratamentos. O que sugere que a concentração das enzimas não está 
diretamente ligada à atividade específica, demonstrado anteriormente. 
Para o padrão de amostra temos seis bandas, com tamanhos entre 14 e 
97 kDa. Os padrões de SOD e CAT apresentam uma banda cada, para SOD 
temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 14 e 20 kDa, 
e para CAT temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 
45 e 66 kDa. As amostras Vt, Vc, Pt e Pc apresentam bandas entre 45 e 66 
kDa, equivalente à banda do padrão de CAT e e abaixo de 20 kDa, tal qual o 
padrão de SOD. Não é possível detectar diferenças entre as proteínas 
expressas em cada amostra. 
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FIGURA 12. PERFIL DE PROTEÍNAS TOTAIS EM SDS-PAGE AOS 45 MINUTOS 
Perfil de proteínas totais em SDS-PAGE e padrões de CAT e SOD aos 45 minutos (repetições 
A e B) após injúria foliar e controle. As amostras das canaletas visualizadas são de padrão de 
amostra (PA), Vitória tratamento (Vt) e controle (Vc), Pérola tratamento (Pt) e controle (Pc), 
padrão de superóxido dismutase (SOD) e padrão de catalase (CAT). Para o padrão de amostra 
temos 6 bandas, com tamanhos entre 14 e 97 kDa. Os padrões de SOD e CAT apresentam 
uma banda cada, para SOD temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 
14 e 20 kDa, e para CAT temos uma banda que se localiza entre os padrões de amostra de 45 
e 66 kDa. As amostras Vt, Vc, Pt e Pc apresentam bandas entre 45 e 66 kDa, equivalente à 
banda do padrão de CAT e e abaixo de 20 kDa, tal qual o padrão de SOD. Não é possível 
detectar diferenças entre as proteínas expressas em cada amostra. 
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O experimento foi realizado in vitro, ou seja, as folhas foram destacadas 
das plantas. Sendo assim, além do estresse causado pela injúria foliar, existe o 
estresse em todas as amostras, causada pelo destacamento das folhas. O 
resultado visualizado aos 45 minutos sugere que, todas as folhas, tratadas ou 
não, nas duas cultivares, não apresentam diferença quanto a concentração das 
enzimas frente ao tratamento ou no controle. 
As enzimas antioxidantes atuam rapidamente frente à geração de EROs 
primários, como O2- e H2O2, não havendo outras vias que possam ser utilizadas 
de maneira direta. Portanto, aminoácidos e outros compostos antioxidantes, 
não enzimáticos, podem aumentar os seus teores para agir frente a um dano já 
produzido, mas não poderiam prevenir completamente os danos oxidativos 
(CHAUDIÈRE; FERRARI-ILIOU, 1999). Tendo em vista que apenas a CAT da 
cultivar Vitória, aos 30 min, apresentou diferente expressão e para todos os 
outros casos não foi visível a diferença na expressão de enzimas antioxidantes 
entre o controle e o tratamento nas duas cultivares, indica que existe uma 
reação frente ao ataque oxidativo proveniente do tratamento ser in vitro, porém 
sugere-se que fatores como reguladores e sinalizadores atuem no controle 
dessas enzimas em resposta à injúria foliar. 
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5 CONCLUSÕES 
 
• A cultivar resistente à fusariose (Vitória), há uma correlação entre a 
atividade de enzimas antioxidantes e resposta à injúria foliar, que é a 
porta de entrada para o patógeno. Sendo esta uma resposta rápida ou 
explosão oxidativa. 
• A enzima SOD apresentou resposta mais rápida ao estresse de injúria 
foliar na cultivar resistente à fusariose, confirmando assim seu papel 
como enzima pioneira e, assim, foco para estudos futuros. 
• A enzima APX mostrou-se como resposta fundamental para o controle 
do excesso de H2O2 gerado pela atuação da SOD. 
• A enzima CAT, por ser a última a responder ao estresse submetido, 
confirma seu papel como enzima com baixa afinidade e com resposta 
mais lenta. 
• O estudo da atividade de enzimas antioxidantes mostrou-se importante 
para a compreensão de como ocorre a resposta ao estresse de injúria 
foliar.  
• Por não ser detectável uma diferença na expressão das enzimas 
estudadas pode-se afirmar que a atividade das enzimas SOD e APX não 
está relacionada à concentração das mesmas. 
• Em CAT, aos 30 min vemos o inicio de uma diferenciação na expressão 
da enzima da cultivar Vitória. 
• Sugere-se que os reguladores dessas enzimas apresentem fundamental 
importância nos mecanismos de resposta das enzimas antioxidantes 
SOD, APX e CAT. 
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